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摘 要 


本 文 介绍 了 大 鼠 微 量 血 培养 和 制备 染色 体 标本 的 简易 方法 。 通 过 多 次 反复 
实验 ， 确 证 了 这 个 培养 方法 是 有 效 的 和 可 采用 的 。 在 结果 讨论 中 ， 还 比较 分 析 
了 各 种 因素 〈 包 括 培养 时 间 .PHA 剂 量 、pH 信 和 肝素 剂量 ) 对 细胞 生长 分 裂 的 
影响 。 岂 时 初步 确定 了 大 鼠 淋 巴 细胞 分 裂 周期 为 16 小 时 左右 。 


大 自 是 一 种 常用 的 实验 动物 ， 由 于 来 源 容易 ， 繁 殖 期 短 ， 仔 数 多 ， 因 此 是 细胞 遗传 
学 研究 的 一 种 较 好 的 材料 。 迄 今 ， 大 鼠 血 培养 方法 曾 有 过 一 些 报导 (Nichols 等 , 1962， 
Schrek&k, 1963, Dowds&, 1964; Mac Kinney, 1964, Newton 等 ，1977) ， 从 报 
导 的 方法 看 来 ， 因 需要 血 景 多 ， 操 作 程 序 复杂 ， 难 以 采用 ， 也 往往 得 不 到 满意 的 结果 。 
由 于 技术 方法 上 的 困难 ， 自 前 国内 大 多 数 研 究 者 仍 采 用 体内 注射 秋水 仙 素 ， 制 作 骨 航 细 
胞 染色 体 标 本 的 方法 ， 每 次 取材 都 须 杀 死 动 物 ， 无 法 在 一 只 动物 身上 获得 连续 的 实验 数 
据 。 而 采用 血 培 养 方法 可 弥补 这 个 缺陷 。 

本 文系 在 我 们 原 有 实验 动物 外 周 血 培养 方法 的 基础 上 ， 以 不 同 的 培养 时 间 、 不 同 剂 
量 的 PHA、 不 同 的 pH 信和 用 BUdR 一 Giemsa 显 示 姐 妹 染 色 单 体 分 化 染色 法 等 几 方 面 
摸索 了 大 鼠 微 量 血 培养 和 染色 体 款 本 制作 的 方法 。 已 获得 良好 结果 。 现 报导 如 下 。 


H m 和 方法 


p EMAUARAEEPSISENERRIRDAE, 18 459200—2503z, MEA 2 只 。 外 周 血 淋巴 细 
胞 培养 和 染色 体制 片 的 方法 ， 与 猕猴 所 采用 的 方法 基本 相同 〈 陈 宜 峰 等 ，1976) 。 但 有 
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所 改进 。 具 体 步 骤 如 下 ; 

C1) Emka k (Phytohemagglulinin, PHA) 提 取 方 法 (REA, 1964), 

将 菜豆 (Phaseolus vulgaris) 磨 成 细 粉 未 状 ，1 克 豆 粉 加 0.85%NaC15 毫 升 , 置 六 箱 
中 ， 浸 泡 48 小 时 ， 以 每 分 钟 4000 转 离心 30 分 钟 ， 吸 取 上 清 液 ， 先 用 定性 滤纸 过 油 ， 再 以 
0.85% NaCl 稀 释 4 倍 ， 用 5 号 玻璃 滤器 过 滤 后 ， 分 装 小 瓶 ， 放 在 冰箱 中 保 在 【0"C) 。 

(2) 培养 基 的 制备 ， 

培养 瓶 为 链 答 素 瓶 ， 每 瓶 含有 RPMI 1640 培 养 液 4 毫升 ,小 牛 血清 1 3871, PHA0,.15 
毫升 。 每 毫升 培养 基 加 宵 、 链 伍 索 各 100 单 位 ，P 日 为 7 ,4 左右 。 

(3) 采血 方法 : 

用 2 毫升 灭 菌 注射 器 吸取 适量 肝 束 《500U | 毫升) , 可 多 至 按 肝素 与 血 为 1 : 3 
的 量 ， 从 心脏 取 血 ， 而 后 直接 把 血 加 入 感 有 上 上 述 培 养 基 的 瓶 中 , 每 疱 加 全 血 约 0.15 一 0.? 
zA, ^j WHaoeCihfüpu. 

(4) 染色 体 标本 制作 法 ， 

a, 在 细胞 收获 前 6 小 时 加 秋水 仙 素 ， 使 其 在 培养 基 中 的 最 终 浓度 为 0,025 一 0.05 ftt 
克 / 毫 升 ， 加 完 后 放 回 温 箱 继续 培养 。 

b. Js isi 389 3k (81 2 1615 20 th 

c, 用 甲醇 : 冰 酷 酸 (3 : 1) 固定 被 固定 二 次 ， 每 次 约 20 一 30 分 钟 。 

d, 采 用 空气 干燥 法 制 片 。 

e, 用 5 %Giemsa (pH 6.8) 4: £820—30 2» fh. 

(5) SERIE. 

(a) 为 了 探讨 不 同 培养 时 间 与 有 此 分 型 指数 的 关系 ， 我 们 选择 了 36 小 时 、 48 小 
时 、56 小 时 ，72 小 时 、102 小 时 和 126 小 时 为 细胞 收获 的 时 间 ， 均 在 制 片 前 6 小 时 加 秋水 
fux. 

(b) 为 了 了 解 不 同 剂量 的 PHA 和 有 丝 分 裂 指 数 的 关系 ， 在 实验 中 我 们 采用 了 如 下 
的 PHA 剂 量 ，0.02 毫 升 、0.05 毫 升 、0.1 毫 升 、0.15 毫 升 、 0.33E7]300.53€37, — 细胞 收 
获 时 间 均 为 72 小 时 。 

(c) 为 了 了 解 不 同 pH 值 与 有 丝 分 裂 指 数 的 关系 ， 我 们 把 大 鼠 血 分 别 培养 在 pH 值 
为 7.0、7.4、7.,7 和 8.0 培 养 基 中 ， 杞 在 72 小 时 收获 细胞 。 

(d) 为 了 测定 大 鼠 淋 巴 细胞 分 裂 周期 ， 采 用 BUdR 一 Giemsa 显示 姐妹 染色 单 体 染 
色 法 ， 每 毫升 培养 基 加 BUHR 8 微克 ， 在 38"C 避 光 培 养 72 小 时 ， 终止 培养 前 6 小 时 如 秋 
sk, 制 片 步 又 和 一 般 妆 色 体制 片 法 相同 。 把 制 好 的 片子 放 在 37=C 温 箱 存 放 24 小 时 ,或 
在 室温 存放 2 一 100 天 ， 然 后 进行 姐妹 染色 单 体 分 化 染色 ， 采 用 紫外 线 加 Giemsa 染色 
(UPG) Fk, Jb T. TECH EJIULIN 1 x SSCIK (3$ E 0. 3M BUE PRI 0.03M 
柠檬 酿 钠 溶液 相 混合 ) ， 盖 一 小 张 护 镜 纸 ， ims Hdck—TdDRmpaxXE. Xm 
底部 铺 有 湿 滤 纸 ， 内 加 1 x 55C 溶 液 ， 溶液 的 高 度 以 不 超过 玻 片 为 准 ， 然后 培养 加 放 在 
45 一 48cC 电 热 板 上 ， 以 30 砚 这 外 线 灯 管 垂直 照射 20 分钟， 照射 距离 为 6 原 米 。 照射 完 
B, 以 燕 馆 水 冲 去 擦 镜 纸 ， H% 3 Giemsa 染色 (pH6.98) 10 一 12 分 钟 ， 干燥 ， 镜 检 。 


ES FREY KEAR AR GC CR ETE 93 1E 305 


(6) 观察 指标 

(a) ERREF 20X) 随机 统计 每 只 大 娩 1000 个 有 核 细 胞 (包括 有 丝 分 异 细 
JR) ， 求 出 有 些 分 裂 细 胞 的 百分数 。 

(b) 判断 细胞 周期 的 依据 ， 主 要 参看 田 竞 生 等 (1978) 一 文中 所 叙述 的 标准 ， 风 
两 条 染色 单 体 深 染 省 分 为 第 一 次 细胞 周期 ， 一 条 染色 单 体 深 染 ， 另 一 条 染色 单 体 浅 染 者 
分 为 第 二 次 细胞 周期 ，114 条 染色 单 林 深 染 ，314 条 染色 单 体 浅 染 分 为 第 三 次 细胞 周期 。 
我 们 随机 观察 了 一 个 供 体 的 401 个 细胞 。 


(—) 大 也 微量 血 培养 的 结果 ， 


1. 在 培养 实验 中 ， 我 们 用 0.15 毫 升 PHA,.pH=7.4 和 较 大 肝素 量 FRAILE ZE 
为 1 : 3) 的 培养 组 合并 在 72 小 时 收获 细胞 的 条 件 下 ， 曾 先后 对 来 自 不 同 个 体 的 11 个 血 
样品 进行 了 重复 实验 。 大 部 分 样品 都 获得 较 佳 的 结果 。 从 表 工 可 以 看 出 ,在 11031 个 有 核 细 
胞 中 出 现 725 个 有 丝 分 裂 细 胸 , 有 毕 分 型 指数 平均 为 6.6%， 其 波动 范围 为 3,4% 一 12.3%。 
但 从 总 的 结果 看 来 ， 这 些 培 养 物 在 38"C 下 培养 72 小 时 ， 都 能 出 现 较 旺 盛 的 有 丝 分 敢 活 性 
和 分 散 良 好 的 中 期 染色 体 图 象 OUN3. 4.5), 

农 1 ”大 鼠 袜 量 血 培养 的 结果 (培养 条 件 为 PHA0 .15 毫升，pH 值 7,4， 适 量 肝素 和 培养 72 小 时 } 
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vv | 

2. 通 过 实验 表明 pH 值 变 化 对 血细胞 有 丝 分 裂 活性 是 有 影响 的 。 从 表 2 可 以 看 出 ， 
随 闭 培养 基 的 pH 值 增高 (7.0、7.4、7.7 和 8.0) ， 其 有 丝 分 裂 指 数 也 随 之 提高 ， 它们 
43]392.196, 4.996, 5.696 509.696, ETH, 大刀 淋 巴 细胞 在 p 晶 值 偏 高 的 条 人 忻 下 ， 
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生长 情况 较 佳 。 其 中 pH =7.4 的 实验 条 件 ， 我 们 重复 了 11 个 血样 品 ， 大 部 分 样品 部 获得 
了 较 满意 的 结果 。 











Z2 不 同 pH 信 对 大 由 淋巴 织 胞 有 丝 分 裂 活 性 的 影响 

|» * &oo DD i 
HE ([—— —L rE | nemmax | «zommmx 。 。 "EDSED 
EN " dod, w y "EE 2.1 三 
7.4 2 | 1 3 | 3000 | 148 | 4,9 
14 | 1 1 | 2 | 2000 | 112 | 5.6 
BO | 1 | "EE. 1700 | 156 | 9.6 


3. 在 实验 中 ， 我 们 对 含 不 同 肝素 基 的 培养 物 进 行 了 比较 培养 (肝素 量 少 至 仅 润 湿 注 
射 器 与 0.5 毫 升 血 混合 ， 大 至 按 肝素 和 血 之 比 为 1 : 3 的 量 ) ， 通 过 11 个 血样 品 培养 所 
获得 结果 表明 ， 虽 然 在 含 少量 肝 索 的 培养 物 中 ， 也 能 君 到 少数 可 分 析 的 中 期 染色体 图 
象 ， 但 用 含 肝 素 量 较 多 的 血样 品 培养 ， 能 得 到 较 好 的 结果 。 

(O 不 同 培养 时 间 的 有 丝 分 裂 指数 变化 的 结果 : 

表 3 和 图 1 的 结果 表明 ， 漆 巴 细 胞 在 栖 外 培养 36 小 时 ， 已 出 现 有 丝 分 裂 ， 其 分 裂 指 
数 平均 为 0.7%%、48 小 时 为 1.8 狼 、56 小 时 为 4.3% 、?72 小 时 为 ?.6% GRRE) 、102 
小 时 下 降 至 5,.1% 和 126 小 时 降 至 2.6%。 

















K3 TARATAR 6 EHES 
pli re 
ye Eis E : | ARMEES | MAARAMA | EIERE 
= 9 | 2 2 4 | uio 0 03m | 0.7 
48 2 2 | 4 3500 | 65 1.8 
58 2 4 | 4 | 3720 168 | 4.3 
72 2 2 05/4 4008 | 206 | 7.6 
102 2 2 | 4 | 4000 | 205 | 5.1 
2 | 2 4 | 4000 | 102 | 2,6 


126 | 





(三 》 不 同 剂量 PHA 对 淋巴 细胞 有 丝 分 裂 指 数 的 影响 ， 

出 表 4 和 图 2 可 见 ， 随 善 PHA 明 递增 ， 有 丝 分 裂 指数 不 是 直线 上 升 的 。PHA 剂量 
0.02 毫 升 、0.05 毫 升 、0.1 豪 升 、0.15 毫 升 、0.30 毫 升 和 0.5 毫 升 时 ， 有 丝 分 裂 指数 平均 
JE 82.996. 3.496,5.896. 8.796. 6.9965102.196,. HPO 1538 E000. 32E3T SR 
43358 0 RS, ue, SDESESIO.SEXEPHABgAEGEEN CPRIBADEIE ELE 
ER HUNUERGRADURE, WP HIÉOBOEAS$ E. GUUSPDIPHAGBOUKCK, Xp 
胞 生长 是 不 利 的 。 通 过 多 次 实验 的 结果 ， 我 们 认为 PHA 对 大 鼠 淋 巴 细 跑 作用 有 效 剂 县 
j&0.153E HÀ Hi. 
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图 1 培养 时 间 与 大 鼠 漆 巴 细 胞 有 有 丝 分 裂 指数 的 关系 


图 2 了 HA 剂量 与 大 鼠 洒 巴 细胞 有 丝 分 裂 指 数 的 闫 共 
t: 图 2 NUES EB RT 0L 13EZE E POXO 33€ TE COLS HE 29011), 
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表 4 不 同 剂量 PHA 对 大 饼 血 培养 结果 的 影响 


Hs] 
(OR) 
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5016 170 3,4 


4012 234 5.8 


4023 271 6.7 
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3556 263 | 8,9 


. 4209 102 2.1 
Ee —— Ó——————— 
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一 、 有 关 大 和 鼠 淋 巴 细 胞 体外 培养 的 条 件 问 题 

在 实验 过 程 中 , 我 们 发 现 大 鼠 的 血 容易 凝固 , 这 是 大 鼠 血 培养 不 易 成 功 的 原因 之 一 。 
Paul(1959) 提 到 即使 肝素 量 达 到 0.2 毫 克 ) 1 353, 也 不 能 防止 血 凝固 。 因 此 ，Ma” 
Kinney 等 (1964) 把 动物 血 用 施 转 法 去 纤维 , 然后 加 入 PHA (C20 毫升 血 加 1 毫升 FHA) 
以 助 红血球 沉降 ， 再 将 血 混合 物 放 在 40°*C 下 30 一 60 分 钟 ， 然 后 以 400r p.m (30 x g) 离心 
5 分 钟 ， 通 过 这 一 系列 过 程 才 得 到 含有 站 富 白 细胞 的 血清 。Nichols 等 (1962) 采用 6% 
Ry (dextran) 或 6 % 滤 过 的 纤维 蛋白 原 (filtered fibrinogen) 作 分 离 因子 ， 然 后 离 
心 ， 才 得 到 白细胞 的 温 悬 液 。 通 过 我 们 多 次 实验 ， 发 现 不 必 采用 这 些 步骤 ， 只 要 在 抽 血 
时 ， 注 射 器 含有 适量 肝素 ， 最 好 财 素 和 血 量 的 比例 为 1 : 3， 就 能 达到 抗 凝 血 的 入 好 效 
果 ， 按照 我 们 上 述 条 件 ， 用 这 种 血样 品 培养 ， 大 部 分 培养 物 都 能 获得 较 满 意 的 结果 。 

kahi ge iA, 其 培养 基 的 pH 值 也 是 影响 细 跑 生长 的 重要 因素 。 从 我 们 实验 得 
出 初步 结果 来 看 ，pH=7.0 对 大 鼠 淋 巴 细胞 生长 是 不 利 的 。 pH 值 偏 高 些 较 好 ， 在 PH 值 
为 7.4、7.7、8.0 时 ， 其 有 丝 分 裂 指教 都 比较 高 所 以 ,我 们 认为 培养 基 的 PH 值 在 7.4 以 
上 较为 适宜 。 

Nowell(1960) 已 证 明 PHA 是 一 种 白细胞 有 丝 分 裂 的 刺激 剂 。 但 不 同 动物 对 由 不 同 
种 菜豆 提取 的 PHA 反 应 是 不 同 的 。Triman 等 (1975) 在 小 局 血细胞 体外 培养 实 验 中 ， 
发 现 即使 能 有 效 促使 这 种 动物 自 细胞 进行 有 丝 分 型 的 PHA， 但 剂量 不 同时 其 结果 也 是 
不 相同 的 。 我 们 在 实验 中 , 同样 发 现 PHA 剂 量 太 小 和 太 大 都 不 能 获得 较 高 的 有 丝 分 裂 指 
数 ， 特 别 EHA 剂 量 太 大 ， 反 而 会 使 细胞 中 毒 ， 影 响 细 胞 生长 分 裂 。 实 验 结果 表明 ， 我 们 
实验 灾 提 到 的 PHA 浓 度 ， 其 有 效 剂量 在 0.1 一 0.15 毫 升 的 范围 。 

二 、 关 于 大 鼠 淋 巴 细 胞 体外 培养 的 细胞 周期 

通过 实验 ， 我 们 发 现 大 候 淋 巴 细胞 培养 56 小 时 已 出 现 有 丝 分 裂 ， 其 有 丝 分 裂 指数 随 
着 时 间 延 长 而 递增 ， 直 至 ?72 小 时 达 最 高 峰 ， 以 后 开始 下 降 。 对 同一 供 体 大 鼠 淋 巴 细 胞 ， 
用 显示 姐妹 染色 单 体 化 分 染色 法 ,观察 了 培养 72 小 时 的 410 个 细胞 ,结果 表明 ， 处 于 第 三 
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次 细胞 周期 的 细胞 占 80.2%、 第 二 次 分 裂 占 12.4%、 第 一 次 分 裂 仅 占 7.3% (图 6) 。 
因此 ， 我 们 认为 大 忆 淋 巴 细胞 分 弄 周 期 约 为 16 小 时 左右 (Crossen 等 ，1977) 
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A MICROCULTURE METHOD FOR RAT WHOLE BLOOD 


LUO LI-HUA CHEN YI-FENG SHAN XIANG-NIAN CAO XIAO-MEI 


(Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica) 


Abstract 


This study has introduced a simple microtechnique for obtaining metaphase 
chromosomes from cardio-blood of living rat, Through repeated experiments, 
we have confirmed that this culture method is effective and can be used, In 
the paragraphs of "results" and "discussion", we compared the effect of various 
factors, including different cultural time, PHA doses, pH values and heparin 
doses, on cell division and growth. Meanwhile, we have preliminarily deter- 


mined the division cycle of rat lymphocytes, which is about 16 hours. 
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